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1．研究のまとめ
研究の背景と目的
テロメラーゼはテロメラーゼ逆転写酵素(TERT)と鋳型剛A(TERC)の2成分
からなり、染色体末端のテロメア反復配列の複製に特化した酵素であり、細胞
寿命の維持に係わる。テロメラーゼの発現は、ヒト初代細胞の不死化とがん化
に必須であり、ヒト初代体細胞にはその発現がないとされ、がん細胞で強い発
現が見られることから、テロメラーゼは抗がん剤研究の有力な標的である。テ
ロメラーゼは、ヒト初代細胞では核小体に優先的に分布し、多くのがん細胞で
は核質に分布する。我々は、hTERTとヌクレオリンが特異的に相互作用するこ
とを見い出し、両者の相互作用がhTERTの細胞内局在制御に関わる可能性を提
示した(KhurtsSetal.,JBiolChem,279(49):51508-15515(2004))．hTERT
は、転写制御以外に、細胞質、核小体、核質など細胞内の移送段階の制御を受
けている。また我々は、B型肝炎ウイルス(HBV)の多機能制御因子X蛋白(HBx)
がヒト初代細胞の不死化とがん化を促進する予備的な結果を得て、テロメラー
ゼ活性化の可能性の検討が必要となった。本研究の目的は、hTERTの細胞内局
在とテロメラーゼ複合体の活性化機構に関わる制御因子の探索と解析を行い、
テロメラーゼ活性を修飾する因子の役割を解明する。具体的には、イ.標識タ
グhTERTを導入した培養細胞株を樹立し、テロメラーゼ複合体を生化学的精製
法及びaffinitychromatography法により精製し、複合体の挙動とhTERTと相
互作用する因子の同定を進め、ロ．ヒト初代細胞と不死化細胞のがん化の過程
での冊VX蛋白(HBx)の役割と、冊xの形質転換促進に伴う遺伝子発現のプロフ
ァイルを検討する。ハ.hTERTと相互作用するヌクレオリンとC型肝炎ウイルス
(HCV)の剛A依存RNA合成酵素(NS5B)との相互作用による複製制御活性を検討
する。
主な研究結果
1.2成分共発現による組み換え型ヒトテロメラーゼの部分精製
hTERTとhTERC発現ウイルスベクターを昆虫細胞に感染させ、2成分の共発現
により組換え型ヒトテロメラーゼを部分精製を行った。その結果、680kDa
(Peakl)と380Kda(Peakll)の異なったテロメラー ゼ活性を持つ複合体を分離
精製した。PeakllはテロメラーゼとHsp90が複合体を形成し、テロメラーゼ活
性はHsp90阻害剤に感受性を示し､hTERTはプロテアソーム依存性に分解された。
Peaklの活性はHsp90阻害剤の影響を受けず、安定な複合体として存在し、
nucleolinと結合していることが示唆された｡Peaklの複合体は､抗FLAG-hTERT
を用いたaffinity精製が可能であることから、N端側が露出していると結論さ
れた(文献25)。
2.ヒト培養細胞のテロメラーゼ複合体の存在様式と活性。
HeLa細胞とFLAG-hTERTが安定発現するHeLa細胞株を用いて、ヒト培養細胞
のテロメラーゼ複合体の存在様式を検討した。HeLa細胞の可溶化抽出液を、直
接或いは抗FLAG抗体(M2)に吸着した画分し、分子箭法で分画した。その結果、
分子量約680kDaと400kDaの二種類の異なる活性型テロメラーゼ複合体を見い
出した。分子量約680kDaの複合体はHsp90を含まず、Hsp90阻害剤に耐性であ
った。また内因性hTERTとFLAG-hTERTの大半は分子量約680kDaの複合体に分
布していた。一方、分子量約400kDaの複合体はHsp90を含み、Hsp90阻害剤に
感受性を示すと共にhTERTは不安定であり、プロテアソーム阻害剤は分子量約
400kDaの複合体を安定化した。テロメラーゼ阻害剤でhTERTの分解が阻止され
た結果は、分子量約400kDaの複合体のhTERTはプロテアソーム経路による分解
制御を受けていることを示唆した。分子量約680kDaの複合体の画分にはヌクレ
オリンが含まれるが、400kDaの複合体の画分には殆どヌクレオリンは回収され
なかった。これらの結果は、細胞内で異なる2種類の活性型テロメラーゼ複合
体が存在し、テロメラーゼの異なる局在或いは活性型テロメラーゼの異なる機
能が存在する可能性を示唆した。これらの複合体は、昆虫細胞系で発現した組
み換え型テロメラーゼ複合体と近似していた(文献25)。
3.冊xの形質転換促進能とテロメラーゼ活性の修飾
ヒト正常線維芽(BJ)HBxを導入した安定発現株では、テロメラーゼの弱い活
性化が観察され、細胞の老化(senescence)の遅延が観察されたが、細胞の不死
化は観察されなかった。hTERTを導入により不死化したBJ細胞(BJ-hTERT)に活
性化型Rasを導入すると、OncogenelnducedSenescence(01S)が観察される。
BJ-hTERT細胞株に活性化型Rasと冊xを導入すると、OISが観察されず細胞の
増殖は継続した。両因子の共発現BJ-hTERT細胞株は、softagar中でコロニー
形成能を示し、この細胞株をヌードマウスに移植すると量依存的に腫瘍形成が
観察された。これらの結果冊xは、活性化型RasによるOISを克服し、形質転
換を促進能を持つことが示された。冊x形質転換促進能には、aa74-94と
aalll-131の2配列が必須であり、aal-49が付加的な役割を示した。ジー ンチ
ツプ解析では、冊xと活性型Rasが共発現した不死化BJ細胞で、不死化BJ細胞
に比較し、アポトーシス関連因子やMAPキナーゼシグナル伝達経路など細胞周
期と細胞増殖に関与する因子と、SRCなど癌遺伝子関連因子の発現冗進が認めら
れた（文献1，15，27)。
4．ヌクレオリンのRNA合成複製酵素活性への関与。
hTERTと特異的に相互作用するヌクレオリンは、C型肝炎ウイルス(HCV)複
製酵素であるNS5Bと特異的な相互作用を持つ。ヌクレオリンとNS5Bとの相互
作用がHCVの複製に必須であることが､ヌクレオリン結合性を消失したHCVNS5B
変異を持つHCVサブレプリコン系ではHCV複製が全く起きないことと、RNAi法
でヌクレオリン発現が低下した細胞では､HCV複製が大きく低下する結果により
示された(文献14,26)。
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